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Depuis de nombreuses annees, le collagene s'est revele etre un 
substrat irrempla<;able pour la realisation de tissus artificiels renfermant des 
5 cellules vivantes. 

Les biomateriaux obtenus sont de plus en plus utilises dans le domaine 
pharmaceutique et leur avenir semble tres prometteur pour la preparation des 
tissus conjonctifs leses ou pour la therapie genique en permettant 1' introduction et 
la survie de cellules modifiees dans un organisme vivant. 
10 De plus pour des tests « in vitro », les industries cosmetique et dermo- 

pharmaceutique font de plus en plus appel aux peaux reconstruites et ceci, 
d'autant plus, que dans ces disciplines, les tests sur animaux sont de moins en 
moins utilises. 

C'est pourquoi, plusieurs equipes de recherche dans le monde se sont 
15 efforcees de mettre au point des supports a base de collagene pour la realisation de 
tissus artificiels vivants, teis que des peaux, des cartilages, des os, des tendons ou 
des cornees reconstruites. Les domaines d'application de ces nouveaux 
biomateriaux sont done nombreux. 

II est a noter que les principaux travaux realises dans le domaine 
20 concerne par l'invention sont dus principalement aux equipes de : Yannnas L, 
Collombel C, Tinois E., Boyce S., Eisenberg H., Bell E., Kuroyanagi Y., 
Maruguchi T., Hanthamrongwit M., Auger F.A., et Osborne C.S., par exemple 
voir brevet US 5,273,900. 

Tous ces chercheurs utilisent soit des gels, soit des eponges de 
25 collagene, ces dernieres etant obtenues par lyophilisation. 

Les principales difficultes a surmonter pour la realisation des supports 
destines a Pobtention des tissus artificiels vivants sont les suivantes : bonne 
resistance mecanique, faible sensibilite a des temperatures avoisinant 37° C, 
proprietes biologiques favorables au developpement et au metabolisme cellulaires, 
30 faible susceptibilite vis-a-vis de la degradation enzymatique et, enfin, pour 
certaines applications et en particulier la peau reconstruite, presence preferable 
d'une structure bicouche dans laquelle Tune des couches est la plus compacte 
possible et 1' autre poreuse. 

Jusqu'a maintenant, les recherches effectuees n'avaient pas permis 
35 d'obtenir des supports collageniques repondant de fa^on satisfaisante a l'ensemble 
des contraintes enumerees plus haut. 



La presente invention a pour objet de resoudre ces problemes restes en 
suspens tant sur le plan technique que sur le plan industriel. 

La presente invention permet de resoudre l'ensemble de ces problemes 
techniques d'une maniere particulierement simple, peu couteuse, utilisable a 
5 l'echelle industrielle et en particulier a Techelle industrielle cosmetique, dermo- 
pharmaceutique ou pharmaceutique. 

Selon un premier aspect, la presente invention fournit un nouveau 
produit composite formant un support collagenique comprenant au moins une 
couche poreuse collagenique revetue sur au moins une face d'une membrane 

10 essentiellement compacte collagenique realisee soit par un film collagenique 
prepare par sechage, de preference a Tair ou dans un fluide gazeux, d'un gel de 
collagene, soit par une eponge collagenique tres fortement comprimee. 

Selon encore une autre caracteristique avantageuse du produit 
composite selon l'invention, la compression de l'eponge collagenique comprimee 

15 est realisee a une pression au minimum egale a environ 50 bars, equivalent a 
environ 50. 10 5 Pascals (Pa), de preference comprise entre 50 bars (50. 10 5 Pa) et 
200 bars (200.10 5 Pa), eventuellement cette compression ayant lieu a une 
temperature comprise entre 20 et 80 degre C°, encore mieux entre 40 C° et 60 C°. 

Selon une caracteristique avantageuse, ce produit composite est 

20 caracterise en ce que le produit collagenique precite est choisi parmi du collagene 
et un melange de collagene avec un polysaccharide, en particulier un 
glycosaminoglycanne, le chitosane, et les derives du chitosane, la cellulose et les 
derives de la cellulose, le dextrane et ses derives, un alginate, un derive d'un 
alginate, un carraghenane. 

25 Selon encore une caracteristique avantageuse de ce produit composite, 

celui-ci est caracterise en ce qu'au moins une des deux couches, respectivement la 
couche poreuse et la membrane essentiellement compacte, comprend des cellules 
vivantes, normales ou modifiees genetiquement, ou malignes en particulier 
provenant de sujets jeunes ou ages. 

30 Selon une variante de realisation avantageuse, les cellules vivantes 

sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, keratinocytes, 
melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules endothelials 
d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules endoteliales 

35 d'origine sanguine, cellules sanguines, adipocytes, sebocytes, chondrocytes, 



cellules osseuses, des chondrocytes, des osteoblastes, cellules de Merkel d'origine 
sanguine, normales ou genetiquement modifiees ou malignes. 

Selon encore une autre caracteristique avantageuse, le produit 
composite est caracterise en ce qu'il contient des fibroblastes normaux ou 
5 genetiquement modifies ou malins dans la couche poreuse et des cellules vivantes 
normales ou genetiquement modifiees ou malignes, a la surface de la membrane 
compacte en particulier choisies parmi des keratinocytes, des melanocytes, des 
cellules de Merkel d'origine sanguine, des cellules de langerhans d'origine 
sanguine, des sebocytes, des cellules d'origine sanguine, des cellules nerveuses. 
10 Selon encore un autre mode de realisation avantageux de l'invention, il 

peut etre particulierement interessant de preparer soit des peaux reconstitutes 
"jeunes" en utilisant des cellules prelevees sensiblement exclusivement sur des 
sujets jeunes, soit des peaux reconstruites "agees" obtenues a partir de cellules 
prelevees sensiblement exclusivement sur des sujets ages. Grace a ces modeles, il 
15 sera possible d'ameliorer les connaissances sur le processus du vieillissement 
cutane et d'etudier l'influence d'actifs sur ce processus. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de l'invention, 
la membrane essentiellement compacte est preparee prealablement a la 
combinaison avec la couche poreuse, de preference comprenant une eponge 
20 collagenique, en particulier en preparant la membrane et en la deposant sur un gel 
collagenique avant que l'ensemble ne soit congele et lyophilise pour obtenir ledit 
produit composite. 

Selon encore un autre mode de realisation du produit composite selon 
l'invention, celui-ci est caracterise en ce que I'eponge collagenique et/ou le film 
25 collagenique et/ou la membrane collagenique, comprend du collagene d'origine 
mammifere, en particulier d'origine bovine. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux du produit 
composite selon l'invention, celui-ci est caracterise en ce qu'au moins Tune des 
deux couches est realisee a partir d'un gel collagenique contenant un melange de 
30 collagene soluble et de collagene insoluble, par exemple sous forme de fibres. 

Dans le cas du produit composite selon l'invention, le collagene peut 
etre du collagene de type I et/ou de type III. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention couvre aussi un 
procede de fabrication d'un produit composite comprenant au moins une couche 
35 poreuse collagenique revetue sur au moins une face d'une membrane 
essentiellement compacte collagenique, caracterise en ce que : 



a) on prepare tout d'abord la membrane essentiellement compacte 
collagenique, soit par sechage d'un premier gel collagenique, de preference par 
sechage a l'air ou a l'aide d'un fluide gazeux, soit par compression d'une eponge 
collagenique obtenue par congelation- lyophilisation d'un gel collagenique ; 
5 b) on prepare separement un deuxieme gel collagenique ; 

c) soit on depose la membrane essentiellement compacte sur le 
deuxieme gel collagenique, soit on verse le deuxieme gel collagenique sur la 
membrane essentiellement compacte ; et 

d) on procede enfin a une congelation-lyophilisation de l'ensemble 
10 pour obtenir ledit produit composite. 

Selon une variante avantageuse de ce procede, celui-ci est caracterise 
en ce qu'on realise une compression de l'eponge collagenique servant a preparer la 
membrane compacte a une pression au moins egale a 50 bars (d'environ 
50.10 5 Pa), de preference comprise entre 50 bars (50.10 5 Pa) et 200 bars 

15 (200. 10 5 Pa). 

Avantageusement I'etape de compression a lieu a une temperature 
comprise entre 20 a 80°C, encore de preference entre 40°C et 60°C. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ce procede, celui-ci 
est caracterise en ce qu'on utilise pour la preparation de Teponge collagenique 

20 et/ou du film collagenique et/ou de la membrane collagenique, soit du collagene, 
soit un melange de collagene avec un polysaccharide, en particulier un 
glycosaminoglycanne, le chitosane, les derives du chitosane, la cellulose et les 
derives de la cellulose, le dextrane et ses derives, un alginate, un derive d'un 
alginate, un carraghenane. 

25 Selon une autre variante de realisation, le procede est caracterise en ce 

qu'on realise une reticulation d'au moins Tune des deux couches ou des deux. 

Selon une variante de realisation avantageuse, la reticulation precitee 
est une reticulation physique, en particulier une deshydratation thermique a chaud 
sous vide ou DHT, ou une reticulation chimique, en particulier au 

30 diphenylphosphorylazide ou DPPA, avec une aldehyde telle que glutaraldehyde, 
au carbodiimide, ou au succinimide. 

Selon une autre variante de realisation avantageuse de ce procede, 
celui-ci est caracterise en ce qu'on ajoute lors de la fabrication un compose 
favorisant le developpement cellulaire, en particulier un facteur de croissance, en 

35 particulier une cytokine, une chemiokine. 



Selon un autre mode de realisation avantageux du procede selon 
l'invention, celui-ci est caracterise en ce qu'on prevoit une etape d'introduction de 
cellules vivantes, normales ou modifiees genetiquement, ou malignes dans au 
moins une des deux couches. 

Selon une variante de realisation avantageuse, lesdites cellules 
vivantes sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, keratinocytes, 
melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules endothelials 
d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, des chondrocytes, cellules osseuses en particulier osteoblastes, 
cellules de Merkel d'origine sanguine, des sebocytes, des adipocytes, des cellules 
nerveuses. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux de 
l'invention, le procede est caracterise en ce qu'on introduit des fibroblastes dans la 
couche poreuse. 

Selon un mode de realisation encore prefere de l'invention, le procede 
est caracterise en ce qu'on depose des cellules vivantes a la surface de la 
membrane compacte, en particulier choisies parmi des keratinocytes, des 
melanocytes, des cellules de Merkel d'origine sanguine, des cellules de langerhans 
d'origine sanguine, des sebocytes, des cellules d'origine sanguine, des cellules 
nerveuses. 

Selon une variante de realisation de l'invention, le procede est 
caracterise en ce que les cellules vivantes sont apportees soit par culture 
sequentielle, soit par culture concomitante entre les differents types de cellules, 
ces cellules provenant de culture ou de biopsie. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention couvre aussi 
1'utilisation du produit composite formant un support collagenique tel que 
precedemment defini, ou tel qu'obtenu par le procede tel que precedemment 
defini, ou tel que resultant de la description suivante notamment faite en relation 
avec les exemples pour lesquels toute caracteristique, qui apparait etre nouvelle 
par rapport a un etat de la technique quelconque, est revendiquee en tant que telle 
dans sa fonction et dans sa generality pour la fabrication de peaux artificielles 
destinees notamment a realiser des essais in vitro d'efficacite de substance 
potentiellement active, ou a reconstruire in vivo des zones de peau endommagees. 

Selon une caracteristique avantageuse, les peaux artificielles peuvent 
etre obtenues soit sensiblement exclusivement a partir de cellules jeunes, soit 
sensiblement exclusivement a partir de cellules agees, en particulier pour etudier 
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le processus de vieillissement tissulaire et en particulier cutane et eventuellement 
tester l'efficacite de principes actifs sur ce processus. 

On comprend ainsi que Tinvention permet de resoudre les problemes 
techniques precites. 

5 Dans le but d'obtenir les materiaux collageniques les plus resistants, 

les inventeurs ont plus particulierement mis en ceuvre le procede decrit dans le 
brevet US 5 333 092 delivre le 19 juillet 1994. Cette technique permet d'obtenir 
un melange de collagenes de type I et de type EH solubles et insolubles natifs, tres 
resistants aussi bien sur le plan mecanique que vis-a-vis de la digestion 

10 enzymatique. Ces deux dernieres caracteristiques pourront etre eventuellement 
renforcees par toute technique de reticulation ou par adjonction de substances 
ayant de fortes interactions avec le collagene et ne presentant pas de toxicite vis-a- 
vis des cellules. De plus, ce procede d'obtention du collagene permet de rendre 
presque inexistant le risque de contamination biologique due aux bacteries, virus 

15 ou prions. 

Pour le cas des supports destines a Tobtention des peaux reconstruites, 
les inventeurs ont eu 1'idee de preparer des materiaux bicouches en realisant 
d'abord la couche la plus compacte et ensuite l'eponge poreuse. Cette 
methodologie a l'avantage de conduire a Tobtention d'une couche de surface 
20 beaucoup plus compacte que toutes celles qui avaient ete decrites jusqu'a 
maintenant. En particulier, de ce fait, des eponges compactees par de fortes 
compressions ou des films peuvent etre ainsi fixes sur des matrices poreuses. 

L'utilisation des supports decrits plus haut pour des applications 
d'ingenierie tissulaire implique Tensemencement des cellules vivantes ou 
25 genetiquement modifiees, le developpement des cellules pouvant se faire soit a 
Tinterieur du support collagenique soit a sa surface. 

Les tissus vivants reconstruits ainsi obtenus peuvent etre utilises dans 
de nombreuses applications cosmetique, dermopharmaceutique ou 
pharmaceutique en tant que : 
30 . modeles « in vitro » permettant de simuler les effets des ingredients 

sur les metabolismes cellulaires afin d'evaluer l'efficacite et la toxicite de matieres 
premieres ou de formulations plus complexes ; 

. tissus reconstruits capables de pallier les deficiences de tissus 
endommages : peaux, cartilages, os, tendons, cornees ; 
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implants vivants renfermant des cellules modifiees capables de 
pallier certaines deficiences de i'organisme, en particulier dans le domaine de la 
therapie genique. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de Tinvention apparaitront 
clairement a la lumiere de la description explicative, qui va suivre, faite en 
reference a divers exemples de realisation de Tinvention donnes simplement a titre 
^illustration, et qui ne sauraient done en aucune fa?on limiter la portee de 
Tinvention. Comme precedemment indique, dans les exemples, toute 
caracteristique, qui apparait nouvelle par rapport a un etat de la technique 
quelconque, est revendiquee dans sa fonction et dans sa generality 
independamment du contexte de l'exemple. En outre, les exemples 6 a 13 
constituent des modes de realisation actuellement preferes des produits 
composites selon Tinvention formant support collagenique. L'exemple 14 vise des 
essais comparatifs demontrant Tinteret des produits composites selon Tinvention 
comme support collagenique pour la fabrication de peaux artificielles destinees 
notamment a realiser des essais in vitro d'efficacite de substance potentiellement 
active, ou a reconstruire in vivo des zones de peau endommagees. 

L'exemple 15 montre un essai comparatif d'utilisation d'un produit 
composite selon Tinvention constituant une peau artificielle preparee a partir de 
cellules de donneurs jeunes vis-a-vis de peaux reconstruites obtenues a partir de 
cellules de donneurs ages, dans le cadre de procedure de tests d'efficacite d'un 
principe actif pour etudier le processus de vieillissement cutane, notamment par la 
quantification des laminines produites. 

Dans les figures annexees : 

- la figure 1 represente une vue en coupe, apres marquage par 
coloration histologique classique, d'un produit composite selon la presente 
invention realise a partir d'une couche poreuse inferieure de collagene bovin, 
surfacee sur la face superieure d'une membrane superieure essentiellement 
compacte collagenique realisee par un film collagenique prepare par sechage a Tair 
d'un gel de collagene, dans les conditions de l'exemple 6, 

- la figure 2 represente une coupe similaire obtenue avec une simple 
matrice poreuse preparee avec le meme gel de collagene bovin, mais non surfacee, 
e'est-a-dire dans les conditions de Texemple 1 , montrant la presence d'inclusion de 
keratinocytes en profondeur, non limitee a la surface, 

- la figure 3 represente la quantite de laminines presentes dans les 
milieux d'incubation de peaux reconstruites, respectivement, de peaux 
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reconstruites jeunes, obtenues a partir de cellules prelevees sur des donneurs de 25 
a 35 ans ; et de peaux reconstruites matures ou agees, obtenues a partir de cellules 
prelevees sur des donneurs de plus de 55 ans, afin de montrer Tinfluence de 1'age 
des donneurs, les resultats etant exprimes sous forme de "baton", la quantite de 
5 laminines produites etant exprimee en ordonnees en pourcentage du temoin 
(PRJ = peaux reconstruites jeunes), 

- la figure 4 represente Teffet inducteur d'un extrait de malt fermente 
commercialement disponible sous la marque BASALINE , COLETICA, France 
sur la production de laminines dans des peaux reconstruites matures, la quantite de 

10 laminines produites etant egalement exprimee en pourcentage du temoin, et 

- la figure 5 represente Teffet compensateur du meme extrait de malt 
fermente ou BASALINE®, avec en ordonnees la quantite de laminines produites 
en pourcentage du temoin. 

15 EXEMPLE 1 

Preparation d'une matrice poreuse de collagene natif selon la technique du brevet 
US N°5331092 

A - Obtention du collagene natif 

20 Un gel est prepare a partir de peaux de veaux prealablement lavees 

(2 heures) puis epilees par un melange de chaux-sulfure (chaux : 3.5 %, 
sulfure de sodium : 2.5 %) a raison de 400g de peau (matiere seche : environ 
30 %) pour 250 ml d'eau. Ce bain s'effectue sous une rotation de 4 t/mn 
pendant 30 minutes. 

25 La duree totale de la depilation est de 36 heures. 

Les peaux sont ensuite dechaulees dans un bain contenant du chlorure 
d'ammonium (3 %) et du metabisulfite de sodium (0.5 %), a raison de 400 g 
de peau pour 50 ml de bain. 

La duree totale de ce bain est de 2 heures et trente minutes. 
30 Les sels sont elimines par deux lavages successifs a Teau (15 minutes par 

lavage), a raison de 200 ml d'eau pour 100 g de tissu. 

Des peaux sont alors broyees, puis lavees, sous agitation pendant 1 heure, 
par du tampon phosphate pH 7.8 (dihydrogenophosphate de potassium 
0.78g/l et monohydrogenophosphate disodique 21.7 g/1), a raison de 5 1 de 
35 tampon/ 1 kg de broyat. Le phosphate est ensuite elimine par deux lavages 



successifs a l'eau permutee, puis par une centrifugation en continu a 
4000 rpm (decanteuse Rousselet), a raison de 51 d'eau pour 1 kg de broyat. 
Le broyat est alors acidifie par une solution d'acide acetique a 10 %, la 
quantite d'acide acetique etant de 5 % par rapport au collagene, la molarite 
finale est d'environ 0.08 M. 

Le broyat est alors malaxe pendant une heure afin d'obtenir une pate. 
Le gel est obtenu par passage en continu de la pate dans un appareil de 
traitement aux ultra sons de type UTL T/-6. Ce gel a une concentration 
comprise entre 0.7 et 2 % en collagene, la proportion de collagene acido- 
soluble variant de 10 a 20 %, par rapport au collagene insoluble. 

B- Preparation de la matrice poreuse grace au gel de collagene obtenu 
comme indique precedemment 

20 g de gel de collagene par cm 2 (matiere seche = 0.75 %) sont places dans 
un plateau de lyophilisation et lyophilises : la congelation s'effectue a -30°C 
puis le chauffage a + 32°C. La lyophilisation dure au total 16 heures sous 
une pression de 400 microbars. 

Le lyophilisat est reticule par reticulation physique (DHT) : le lyophilisat est 
place 10 heures dans une etuve a 1 10° C et 400 microbars de pression. 

EXEMPLE 2 

Preparation d'une matrice poreuse reticulee grace au diphenylphosphorylazide 
(DPPA) selon la technique decrite dans le brevet europeen N° 466 829 du 
24 juillet 1996 

Le lyophilisat de collagene est incube 24 h dans une solution renfermant 5 a 
250 de DPPA/g de collagene contenu dans 100 ml de dimethyl 
formamide (DMF). Le collagene est ensuite debarrasse du DPPA par rin?age 
dans 100 ml de DMF. Le DMF est ensuite elimine par linkage dans 100 ml 
d'une solution de tampon borate pH 8.9 (tetraborate de sodium 0.04 M, 
acide borique 0.04 M). 

Le collagene est finalement incube pour une nuit dans le meme tampon 
borate. Enfin le tampon borate est elimine par rin?age a Teau permutee en 
continu pendant 6 h„ 
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EXEMPLE 3 

Preparation (Tune matrice poreuse reticulee par le carbodiimide et le N- 
hydroxysuccinimide 

Le collagene est reticule avec de 1'EDC (Ethyl dimethyl amino-propyl 
5 carbodiimide) a la concentration de 0.23 a 0.69 g/g de collagene, et avec de 

NHS (N-hydroxysuccinimide) a la concentration de 0 a 0.42 g/g de 

collagene, 

Apres rin9age a Teau permutee, le collagene est a nouveau lyophilise. 

10 EXEMPLE 4 

Preparation d'une matrice poreuse reticulee par le giutaraldehyde 

Le collagene est reticule pendant 24 a 96 h dans une solution contenant 0.6 a 
1 % de GTA a 20°C. 

Apres rin<;age avec Teau permutee, le collagene est a nouveau lyophilise. 

15 

EXEMPLE 5 

Matrice poreuse preparee avec le collagene natif de Texemple 1 en association 
avec du chitosane et un glycosaminoglycanne comme decrit dans le brevet 
europeen du 29 mai 1991 N° 296078. 
20 A 600 g de gel a 1 .5 % de collagene, sont ajoutes 2.5 g de chitosane dissous 

dans 356 ml d'eau et 1.9 ml d'acide acetique, puis une solution renfermant 
1 g de chondroitine 4 sulfate contenu dans 400 ml d'eau permutee. Le 
melange dont le pH est d'environ 4.0 est ensuite agite puis lyophilise. 
L'eponge obtenue est reticulee par DHT. 

25 

EXEMPLE 6 

Matrice poreuse decrite dans l'exemple 1 surfacee avec un film de collagene 

A - Preparation du film 

30 Le gel de collagene dont la rnatiere seche est comprise entre 0.3 et 0.8 % est 

seche dans une etuve a 30° C ou sous hotte a raison de 0.5 g de gel/cm 2 de 
plateau. 

Dans le gel de collagene il est possible d'ajouter de 10 a 40 % de glycerol. 
Le collagene seche dans ces conditions forme un film transparent. 

35 
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B - Association du film avec la matrice poreuse decrite plus haut 

0.5 g de gel de collagene en matiere seche, sont disposes par cm 2 dans un 
plateau de lyophilisation, puis le film de collagene est depose sur ce gel et 
Fensemble est lyophilise. 
5 Le lyophilisat obtenu est reticule par DHT. 



EXEMPLE 7 

Matrice poreuse preparee avec un gel de collagene acido-soluble surfacee avec un 
film de collagene 

10 Le procede est celui indique dans l'exemple 6, la seule difference etant 

constitute par la nature du gel coule sur le film qui est constitue de 
collagene acido-soluble prepare selon une technique bien connue de 
rhomme de Tart. 



15 EXEMPLE 8 

Matrice poreuse preparee avec un gel d'atelocollagene ou surfacee avec un film de 
collagene 

Le procede est celui indique dans l'exemple 6, la seule difference etant 
constitute par la nature du gel coule sur le film qui est constitue 
20 d'atelocollagene c'est-a-dire de collagene sans telopeptide prepare selon une 

technique bien connue de rhomme de Tart. 

EXEMPLE 9 

Matrice poreuse constitute de collagene associe avec du chitosane et un 
25 glycosaminoglycanne surfacee avec un film de collagene. 

Le procede est celui indique dans l'exemple 6, mais dans ce cas, le gel coule 
sur le film du collagene est constitue de collagene, de chitosane, d'un 
glycosaminoglycanne. La preparation de ce gel est decrite dans l'exemple 5. 



30 EXEMPLE 10 

Toutes les matrices poreuses surfacees avec un film de collagene decrites 
precedemment peuvent etre reticulees selon les techniques decrites dans les 
exemples 2, 3 et 4. 
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EXEMPLE 11 

Matrice poreuse en collagene seul decrite dans I'exemple 1 surfacee avec une 
eponge de collagene comprimee. 

5 A - Preparation de l'eponge comprimee 

Le gel de collagene prepare comme dans I'exemple 1 et ayant une matiere 
seche comprise entre 0.3 et 1.5 % est lyophilise de fa?on a obtenir une 
eponge ayant un poids compris entre 0.5 et 2 g/cm 2 . 

Le lyophilisat est comprime pendant 5 a 60 secondes, a une temperature 
10 comprise entre 20 et 60° C et une pression situee entre 50 et 200 bars (50 a 

200. 10 5 Pa). 

B - Association de P eponge comprimee avec la matrice poreuse 

Le gel de collagene decrit dans I'exemple 1 est depose a raison de 0.5 g par 
15 cm 2 dans un plateau de lyophilisation. L'eponge comprimee est alors 

deposee sur ce gel et l'ensemble est lyophilise. Une eponge poreuse de 
collagene surfacee avec une eponge comprimee de collagene est ainsi 
obtenue. L'ensemble est reticule par DHT comme decrit dans I'exemple 1. 

20 EXEMPLE 12 

Matrice poreuse constitute de collagene, de chitosane et de glycosaminoglycanne 
telle que decrite dans I'exemple 5 et surfacee avec l'eponge comprimee. 

Le gel de collagene, de chitosane et de glycosaminoglycanne, prepare selon 

le procede de I'exemple 5 est depose a raison de 0.5 g par cm 2 dans un 
25 plateau de lyophilisation, puis l'eponge comprimee est deposee sur ce gel et 

l'ensemble est lyophilise. Le lyophilisat est alors reticule par DHT comme 

decrit dans I'exemple 1. 

EXEMPLE 13 

30 Toutes les matrices poreuses surfacees avec une eponge de collagene comprimee 
decrites plus haut peuvent etre reticulees selon les techniques decrites dans les 
exemples 2, 3 et 4. 
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EXEMPLE 14 

Peaux reconstitutes preparees respectivement soit a l'aide de la matrice poreuse 
reticulee par le DPPA decrite dans I'exemple 2, soit grace a la matrice poreuse, 
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reticulee par le DPPA, de l'exemple 2, surfacee par une eponge de collagene 
comprimee dont 1'ensemble est reticule par le DPPA, selon l'exemple 13, afin 
d'effectuer une comparaison entre un produit composite comprenant une couche 
poreuse collagenique surfacee par une membrane essentiellement compacte selon 
Tinvention et un produit comprenant une couche poreuse collagenique seule non 
surfacee. 

1°, Preparation des peaux reconstitutes 

a) Culture des fibroblaste humains normaux 

On utilise des fibroblastes humains normaux resultant de prelevements 
effectues indifferemment sur des sujets ages ou jeunes, que Ton recupere et que 
Ton developpe de maniere classique pour l'homme de Tart pour les recuperer entre 
le sixieme et le dixieme passage. 

On realise un ensemencement a 250 000 cellules par cm 2 de matrice 
poreuse, respectivement soit le produit de comparaison comprenant seulement la 
matrice poreuse reticulee par le DPPA de l'exemple 2, soit le produit composite 
selon Tinvention comprenant la matrice poreuse reticulee par le DPPA de 
l'exemple 2, surfacee par une eponge de collagene comprimee dont 1'ensemble est 
reticule par le DPPA, selon l'exemple 13. 

Le milieu de culture est compose de DMEM/HAM F12 50/50 (v/v) 
additionne a 10 % en poids de serum de veau foetal, 100 Ul/ml de penicilline, 
25 |ig/ml de gentamycine, 1 |J.g/ml d'amphotericine B, 50 |ag/ml de vitamine C. 

On realise une culture pendant trois semaines en changeant le milieu 
trois fois par semaine. 

b) Culture de keratinocytes humains normaux 

On realise ensuite la culture de keratinocytes humains normaux 
obtenus indifferemment sur des sujets jeunes ou ages, que Ton recupere et cultive 
pour les prelever entre le premier et le troisieme passage, selon les techniques de 
cultures bien connues de l'homme de l'art. 

On realise un ensemencement a 250 000 cellules par cm 2 de surface, 
soit de la surface de la matrice poreuse reticulee par le DPPA de l'exemple 2 ; soit 
du produit composite selon Tinvention comprenant la matrice poreuse reticulee par 
le DPPA de l'exemple 2, surfacee par une eponge de collagene comprimee dont 
1'ensemble est reticule par le DPPA, selon l'exemple 13 et, dans ce cas, 
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rensemencement des keratinocytes a lieu sur la surface de la membrane 
essentiellement compacte de collagene. 

La culture de ces produits comprenant a la fois un ensemencement de 
fibroblastes et de keratinocytes a lieu dans un milieu de Green compose de : 
5 DMEM additionne de : 

30 % HAM F 12, 

10 % de serum de veau foetal, 

100 Ul/ml de penicilline, 

100 |ig/ml de streptomycine, 
10 1 jag/ml d'amphotericine B, 

2 |amol/ml de L-glutamine, 

EGF (Epidermal Growth factor) 1 0 ng/ml, 

insuline disponible dans le commerce sous la marque UMULINE® 

0,12UI/ml, 
1 5 hydrocortisone 400 ng/ml, 

toxine cholerique 10" 12 mol/ml, 
transferrine 5 ng/ml, 
triodothyronine a raison de 2 10" 9 M, 
adenine 1,8 10" 7 mol/ml, 
20 vitamine C 50 fig/ml. 

On realise cette culture pendant une semaine en changeant les milieux 
tous les jours. 

c) Culture du produit composite selon l'invention et de la couche poreuse non 
25 surfacee de comparaison 

Apres avoir realise la culture de l'etape b) pendant une semaine en 
changeant de milieux tous les jours, on emerge a l'interface air-liquide la couche 
de surface contenant les keratinocytes, alors que la couche contenant les 
fibroblastes reste immergee, suivi d'une culture pendant trois semaines dans du 
30 milieu d'emersion compose de : 

DMEM additionne de : 
10 % de serum de veau foetal, 
100 Ul/ml de penicilline, 
100 ^xg/ml de streptomycine, 
35 1 ng/ml d'amphotericine B, 

2 jimol/ml de L-glutamine, 
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EGF lOng/ml, 

insuline de marque UMULINE® 0,12 Ul/mi, 
hydrocortisone 400 ng/ml, 
vitamine C 50 ng/ml. 

5 

Apres 7 semaines de culture au total resultant des etapes a) a c), on 
obtient une peau reconstruite composee d'un derme reconstruit, les fibroblastes 
ayant colonise la matrice tridimensionnelle collagenique, recouvert par un 
epiderme pluristratifie. 

10 A l'interface dermo-epidermique, on note la presence d'une membrane 

basale oil Ton peut mettre en evidence la presence de laminine de type I, de 
laminine de type 5, de collagene de type IV et de type VII par immunomarquage, 

Ainsi s le surfagage des matrices poreuses par une couche 
essentiellement compacte pour obtenir un produit composite selon Tinvention 

15 permet d'obtenir, apres trois semaines de preparation du derme equivalent, une 
plus grande quantite de fibroblastes en surface des matrices collageniques avant 
l'epidermisation. 

Dans le cas d'une matrice poreuse seule, c'est-a-dire non surfacee, si la 
couche superficielle de fibroblastes n'est pas completement jointive, des 
20 keratinocytes peuvent s'infiltrer dans le derme equivalent sous-jacent et former des 
ilots keratinocytaires, traits caracteristiques totalement anormaux. 

On constate ainsi que grace a l'invention, qui utilise des couches plus 
compactes que ceiles qui pouvaient avoir ete utilisees auparavant dans l'art 
anterieur, on obtient une meilleure securite contre la penetration des keratinocytes. 
25 On notera dans la description que 1'abreviation DMEM signifie 

Dulbecco's Modified Eagle Medium. 

EXEMPLE 15 

Etude comparative respectivement de peaux reconstruites a partir de cellules 
30 de donneurs ieunes et de peaux reconstruites a partir de cellules de donneurs 
ages, avec les produits composites selon la presente invention pour mesurer 
Tefficacite de principes actifs sur la production de laminines. 

Dans cet exemple, on procede essentiellement comme decrit a 
Texemple 14 concernant les cultures en utilisant le meme produit composite selon 
35 la presente invention comprenant une couche ou matrice poreuse collagenique 
reticulee par le DPPA decrite dans l'exemple 2, surfacee par une eponge de 
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collagene comprimee, dont I'ensemble est reticule par le DPPA, selon 
l'exemple 13, en procedant comme suit : 

Preparation des peaux reconstruites 

5 l)On a prepare respectivement des peaux reconstruites jeunes en 

procedant comme decrit a l'exemple 14, si ce n'est que les cellules respectivement 
de fibroblastes et de keratinocytes etaient issues de donneurs jeunes, c'est-a-dire 
ayant un age compris entre 25 et 35 ans, et d'autre part des peaux reconstruites 
agees ou matures obtenues par l'emploi de cellules de fibroblastes ou de 
10 keratinocytes issues de donneurs ages, dont Tage est de plus de 55 ans. 

a) Materiel et methode 

Comme indique a l'exemple 14, etape a, on a tout d'abord realise 
1'ensemencement de matrices poreuses du produit composite de l'invention avec 
15 des fibroblastes dermiques humains normaux issus soit de pools de cellules 
jeunes, soit de pools de cellules matures ou agees, et on realise une culture 
pendant 21 jours dans les conditions decrites a l'exemple 14 etape a. 

b) Apres les 21 jours de culture precedents, des feuillets epidermiques prepares 
20 separement a partir des keratinocytes issus soit de pools de cellules jeunes, soit de 

pools de cellules matures sont ensemences sur la surface de la membrane 
essentiellement compacte de collagene du produit composite. 

On realise une culture pendant 14 jours dans les conditions decrites a 
l'exemple 14b. 

25 

2) Quantification des laminines 

Apres les 14 jours de cultures de I'ensemble fibroblaste-keratinocyte, 
les laminines contenues dans les milieux d'incubation des peaux reconstruites 
respectivement jeunes ou matures, ainsi obtenues sont quantifies a l'aide d'un kit 
30 de dosage ELISA commercialement disponible (Takara, Japon). 
Ces resultats sont rapportes a la figure 3. 

La figure 3 montre que les peaux reconstruites matures contiennent 
environ deux fois moins de laminines que les peaux reconstruites jeunes (PRJ) 
servant de temoin a 100 %. 
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3) Mesure de Teffet inducteur d'un principe actif, tel qu'un extrait 

(8) 

de malt fermente commercialise sous la marque BASALINE par 
COLETICA, sur la production de laminines dans des peaux reconstruites 
ieunes et matures 

5 Dans cet essai comparatif, on procede comme decrit ci-dessus, si ce 

n'est que pour les 14 jours de culture avec les keratinocytes, les peaux 
reconstituees jeunes ou matures sont maintenues en culture pendant 14 jours soit 
en I'absence (controle), soit en presence de 0,5 % en poids d'extraits de malt 

(Si 

fermentes commercialement disponibles sous la marque BASALINE , 
10 COLETIC A, France. 

A la fin de la periode d'incubation, comme dans l'exemple ci-dessus, 
les laminines contenues dans les milieux d'incubation etaient quantifies par 
dosage ELISA. 

Les resultats sont rapportes a la figure 4. 
15 La tension a 100% est constitute par le taux de laminines dans la 

Peau Reconstruites Agee ou PRA. 

La figure 4 montre que le principe actif extrait de malt fermente, ou 
BASALINE®, etait capable de stimuler la production des laminines dans des 
peaux reconstruites matures. Dans les rnemes conditions, le principe actif extrait 
20 de malt fermente ou BASALINE® ne modifie pas de fa?on significative la 
production des laminines dans des peaux reconstruites jeunes, indiquee a la 
figure 5. 

On constate ainsi que le principe actif extrait de malt fermente ou 
BASALINE® augmente de 65 % la production de laminines de peaux 
25 reconstruites matures. 

De meme, ce principe actif n'affecte pas les processus physiologiques 
impliques dans la regulation de la production de laminines de peaux reconstruites 
jeunes. 

Ces experiences ont permis d'evaluer la magnitude de l'effet 
30 compensateur de l'extrait de malt fermente ou BASALINE® defini comme la 
capacite de ce principe actif a reduire Tecart observe entre les productions de 
laminines de peaux constitutes jeunes relativement aux peaux reconstituees 
matures. 

La figure 5 montre que la difference entre les productions de laminines 
35 de peaux reconstituees jeunes et de peaux reconstituees matures peut etre reduite 
de 65 % par le principe actif, utilise a 0,5 %. 
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REVENDICATIONS 



1. Produit composite formant un support collagenique comprenant au 
moins une couche poreuse collagenique revetue sur au moins une face d'une 

5 membrane essentiellement compacte collagenique realisee soit par un film 
collagenique prepare par sechage, de preference a I'air ou dans un fluide gazeux, 
d'un gel de collagene, soit par une eponge collagenique tres fortement comprimee. 

2. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce que le produit 
collagenique precite est choisi parmi du collagene et un melange de collagene 

10 avec un polysaccharide, en particulier un glycosaminoglycanne, chitosane, et les 
derives du chitosane, la cellulose et les derives de la cellulose, le dextrane et ses 
derives, un alginate, un derive d'un alginate, un carraghenane. 

3. Produit selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu ! au moins 
une des deux couches, respectivement la couche poreuse et la membrane 

15 essentiellement compacte, comprend des cellules vivantes, normales ou modifiees 
genetiquement, ou malignes, en particulier provenant de sujets jeunes ou ages. 

4. Produit selon la revendication 3, caracterisant a ce que les cellules 
vivantes sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, keratinocytes, 
melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules endothelials 

20 d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules endoteliales 
d'origine sanguine, cellules sanguines, adipocytes, sebocytes, chondrocytes, 
cellules osseuses, des chondrocytes, des osteoblastes, cellules de Merkel d'origine 
sanguine, normales ou genetiquement modifiees ou malignes. 

25 5. Produit selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce qu'il contient 

des fibroblastes normaux genetiquement modifies ou malins dans la couche 
poreuse et des cellules vivantes normales ou genetiquement modifiees ou 
malignes, a la surface de la membrane compacte en particulier choisies parmi des 
keratinocytes, des melanocytes, des cellules de Merkel d'origine sanguine, des 

30 cellules de langerhans d'origine sanguine, des sebocytes, des cellules d'origine 
sanguine, des cellules nerveuses. 

6. Produit selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
compression de 1'eponge collagenique comprimee est realisee a une pression au 
minimum egale a environ 50 bars, equivalent a environ 50. 10 5 Pa, de preference 

35 comprise entre 50 bars (50. 10 5 Pa) et 200 bars (200. 10 5 Pa), eventuellement cette 
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compression ayant lieu a une temperature comprise entre 20 et 80 degre C°, 
encore mieux entre 40 C° et 60 C°. 

7. Produit selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que la membrane essentiellement compacte est preparee prealablement a la 

5 combinaison avec la couche poreuse, de preference comprenant une eponge 
collagenique, en particulier en preparant la membrane et en la deposant sur un gel 
collagenique avant que Tensemble ne soit congele et lyophilise pour obtenir ledit 
produit composite, 

8. Produit selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 
10 que l'eponge collagenique est/ou le film collagenique est/ou la membrane 

collagenique, comprend du collagene d'origine mammifere, en particulier d'origine 
bovine. 

9. Produit selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'au moins Tune des deux couches est realisee a partir d'un gel collagenique 

15 contenant un melange de collagene soluble et de collagene insoluble, par exemple 
sous forme de fibres. 

10. Produit selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que le 
collagene est du collagene de type I et/ou de type III. 

1 1 . Procede de fabrication d'un produit composite comprenant au 
20 moins une couche poreuse collagenique revetue sur au moins une face d'une 

membrane essentiellement compacte collagenique, caracterise en ce que : 

a) on prepare tout d'abord la membrane essentiellement compacte 
collagenique, soit par sechage d'un premier gel collagenique, de preference par 
sechage a l'air ou a 1'aide d'un fluide gazeux, soit par compression d f une eponge 

25 collagenique obtenue par congelation- lyophilisation d'un gel collagenique ; 

b) on prepare separement un deuxieme gel collagenique ; 

c) soit on depose la membrane essentiellement compacte sur le 
deuxieme gel collagenique, soit on verse le deuxieme gel collagenique sur la 
membrane essentiellement compacte ; et 

30 d) on procede enfin a une congelation-lyophilisation de l'ensemble 

pour obtenir ledit produit composite. 

12. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'on realise 
une compression de l'eponge collagenique servant a preparer la membrane 
compacte a une pression au moins egale a 50 bars (50.10 s Pa), de preference 

35 comprise entre 50 bars (50. 10 5 Pa) et 200 bars (200. 10 5 Pa). 
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13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que Tetape de 
compression a lieu a une temperature comprise entre 20 et 80°C, encore de 
preference entre 40°C et 60°C. 

14. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 
5 ce qu'on utilise pour la preparation de l'eponge collagenique et/ou du film 

collagenique et/ou de la membrane collagenique, soit du collagene, soit un 
melange de collagene avec un polysaccharide, en particulier un 
glycosaminoglycanne, le chitosane, les derives du chitosane, la cellulose et les 
derives de la cellulose, le dextrane et ses derives, un alginate, un derive d'un 
10 alginate, un carraghenane. 

15. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce qu'on utilise 
du collagene d'origine mammifere, en particulier d'origine bovine. 

16. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'on realise une reticulation d'au moins Tune des deux couches ou des deux. 

15 17. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que la 

reticulation est une reticulation physique, en particulier une deshydratation 
thermique a chaud sous vide ou DHT, ou une reticulation chimique, en particulier 
au diphenylphosphorylazide ou DPPA, avec une aldehyde telle que 
glutaraldehyde, au carbodiimide et/ou succinimide. 

20 18. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 

ce qu f on ajoute lors de la fabrication un compose favorisant le developpement 
cellulaire, en particulier un facteur de croissance, en particulier une cytokine, une 
chemiokine. 

19. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 
25 ce qu'on prevoit une etape d'introduction de cellules vivantes, normales ou 

modifiees genetiquement, ou malignes dans au moins une des deux couches, en 
particulier provenant de sujets jeunes ou ages. 

20. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que lesdites 
cellules vivantes sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, 

30 keratinocytes, melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules 
endothelials d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, des chondrocytes, cellules osseuses en particulier osteoblastes, 
cellules de Merkel d'origine sanguine, des sebocytes, des adipocytes, des cellules 
nerveuses. 

35 21. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 

ce qu'on introduit des fibroblastes dans la couche poreuse. 
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22. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'on depose des cellules vivantes a la surface de la membrane compacte, en 
particulier choisies parmi des keratinocytes, des melanocytes, des cellules de 
Merkel d'origine sanguine, des cellules de langerhans d'origine sanguine, des 

5 sebocytes, des cellules d'origine sanguine, des cellules nerveuses. 

23. Procede selon l'une des revendications precedentes, caracterise en 
ce que les cellules vivantes sont apportees soit par culture sequentielle, soit par 
culture concomitante entre les differents types de cellules, ces cellules provenant 
de culture ou de biopsie. 

10 24. Utilisation du produit composite formant un support collagenique 

tel que defini a Tune quelconque des revendications 1 a 9, ou tel qu'obtenu par le 
procede selon l'une quelconque des revendications 10 a 22 pour la fabrication de 
peaux artificielles destinees notamment a realiser des essais in vitro d'efficacite de 
substance potentiellement active, ou a reconstruire in vivo des zones de peau 

1 5 endommagees. 

25. Utilisation selon la revendication 24, caracterisee en ce que les 
peaux artificielles sont obtenues soit sensiblement exclusivement a partir de 
cellules jeunes, soit sensiblement exclusivement a partir de cellules agees, en 
particulier pour etudier le processus de vietllissement tissulaire et en particulier 

20 cutane et eventuellement tester l'efficacite de principes actifs sur ce processus. 
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